
HELVETICA CHIMIC.4 A C T A  ~ V O  . j 3 ,  Fasc 4 (1970) - Nr. 102-103 S59 

lung H2,Ioa. Im Falle des ADM-Adduktes sind 4 und 6 idcntisch, die Mechanismen der 
Bildung nicht unterscheidbar. Auch fruhere Befunde lassen jedoch an einem zu 5 ana- 
logen Entstehen wenig Zweifel. 
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103. Cyclisations par l’intermbdiaire de fonctions phbnylthio- 
et phbnoxy-carbamoyle 

11. Formation d’anhydrides azasucciniques et de leurs produits 
de polycondensation. Intervention du cation carbamoyle-pyridinium *) 

par  P. Baudet, C1. Otten et D. Rao 
Laboratoire de chimie organique de l’Universit6 de Genhve 

(3 V 69) 

Summary.  The N-(p-nitrophenoxy-carbonyl) derivatives of glycine, DL-alanine and DL-lcucine 
are transformed by the action of pyridine into azasuccinic, 3-methyl-2-azasuccinic and 3-isobutyl- 
2-azasuccinic anhydride, respectively. These cyclisations occur probably via the intermediate N- 

carbamoyl-pyridinium cation WN-CONH-CHR-COOH, ”+ the rate of cyclisation seems to 
depend on the concentration of the intermediate in the form of the dipolar ion 

”h-CONH-CHR-COO-, i. e .  the ionised carboxyl is necessary for the reaction. In  y-collidine 
the cyclisation occurs very slowly; this is attributed to the slowness due to  steric hindrance of the 
production of N-carbamoyl-y-collidinium cation and its instability. 

The azasuccinic anhydrides mentioned polycondense, yielding the corresponding polyglycine, 
poly-DL-alanine and poly-DL-leucine. This reaction too is catalysed by pyridine; it can also be 
effected by y-collidinc, but the efficacity of the latter in comparison with pyridine is even less than 
in the catalysis of the cyclisation described above. N-(P-nitrophenoxy-carbony1)-glycine reacts 
with lysozyme in the presence of pyridine; several glycine residues are introduced into the enzyme 
molecule, the product being insoluble and poorly activc. 

u 

Dans les mCmoires prkddents, nous avons dCcrit la formation de l’hydantoine- 
acCtate-3 d’Cthyle (2 )  [Z] B partir du N-(phCnylthiocarbony1)-glycylglycinate d’Cthyle 
(l), et celle de dCrivCs a cycle hexagonal, les diphCnyl-l,2-alcoyl-5-dioxo-3,6-hexa- 
hydrotriazines-l,2,4 3, partir de N-[N-(phCnylthio-carbonyl)DL-aminoacyl]- et de 

1) I, voir [l] 
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N-[N-(~-nitroph~noxy-carbonyl)-~~-aminoacyl]-N, N’-diphknyl-hydrazides 4 121 par 
l’action du diazomkthane. Ces triazines sont Cgalement obtenues par l’action catalytique 
de la pyridine sur les N- [N-(9-nitrophCnoxy-carbony1)-~~-aminoacyl]-N, N’-diphknyl- 
hydrazides 4 (2 = -NO,) [l]. La fonction N-(9-nitrophknoxy-carbonyle) rCagit aussi 
intermolCculairement avec l’hydrazobenzhe [3] en fournissant des N, N’-diphCnyl- 
semicarbazides 5 (v. Schkma 1). 

Dans ces rkactions, le centre nuclkophile qui attaque le carbone de la fonction 
carbamoyle Ctait l’azote des groupements -NH peptidiques [2], -NH-C,H, d’hydra- 
zides l1j ou de l’hydrazobenzhe [3) ,  ou encore le soufre du reste phknylthio /4]. 
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Une fonction carboxylique agissant comnie rkactif nuclkophile pouvait , en prksencc 
de pyridine, rCagir avec la fonction N-(p-nitrophCnoxy-carbonyle) pour donner un 
anhydride d’un acide carbamique (R-NH-C-0-C-R’) ou, dans le cas d’une rkaction 
intramolCculaire, un anhydride cyclique. & 

Nous avons dkja indiquk 141 que, dans la pyridine seule, la N-(P-nitrophknoxy- 
carbony1)-glycine se transforme lenteinent en anhydride azasuccinique et que dans ce 
solvant la dite transformation a lieu beaucoup plus rapidement si I’on ajoute un Cqu. 
de tridthylamine. 
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Nous dkcrivons dans ce mkmoire la cyclisation non seulement de la N-($-nitro- 
phknoxy-carbony1)-glycine (6) ,  mais aussi celle des N-(9-nitrophCnoxy-carbony1)-DL- 
alanine (7) et -DL-leucine (8). Ces cyclisations exigent que la fonction carboxyle de ces 
substrats soit fortement nuclCophile; or, dans la pyridine seule, le carboxyle est peu 
ionisC, donc peu r6actif. Par contre, en ajoutant de la trikthylamine, on augmente 
l’ionisation du carboxyle qui, de ce fait, devient trbs rCactif : dans ces conditions, ces 
trois N-9-nitrophCnoxy-carbamates se cyclisent completement en 2 minutes environ en 
anhydrides, resp. azasuccinique (11 a), mCthyl-3-aza-2-succinique (11 b) et isobutyl-3- 
aza-2-succinique (llc) (v. Fig. 1 et SchCma 2). 
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Fig. 1. Spectres I R .  de la N-(p-nitrophdnoxy-ca~bonyl)-~~-lc?ucine (8) en solutzon iC 5% dans la 

pyridine (puriss.), e n  prdsence d’un tqu. de tridthylamine (puriss.), b tempdrature ordinaire 
courbe a :  aprks 2 min, courbe b: apr& 20 min, courbe c:  apr&s 35 min 

Ces anhydrides azasucciniques subissent dans le milieu de rbaction une polycon- 
densation en polyglycine, poly-DL-alanine et poly-DL-leucine resp., & des vitesses dC- 
croissant dans cet ordre. Ces polypeptides sont peu solubles dans la pyridine. 
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Les cyclisations ont ktk suivies en spectromktrie IR. Les absorptions indiqukes 
dans le tableau I sont caractkristiques des diffkrents substrats et produits, en solution 
dans la pyridine. 

La vitesse de cyclisation est diminuke si la quantitk de trikthylamine est abaisske 
au-dessous de la valeur stoechiomktrique; p. ex. avec ‘Ilo d’kquivalent de trikthyl- 
amine, la transformation en anhydrideazasucciniquedesN-p-nitrophCnoxy-carbamates 
en question n’est complkte qu’en 30 min environ (fig. 2).  

L’Ctude de ces rCactions en spectrom6trie d’absorption infrarouge permet de mettre 
en Cvidence non seulement les absorptions de produits - anhydrides de Leuchs et poly- 

Tableau 1. Absorptions I K .  caracttristiques 

Subsfrat ou produit Fonction Absorptions 
(en cn-1) 

p-NO,-C&-0-CONH-CH,COOH (6) C=O carbamate 1740 

p-NO,-C,H4-0-CONH-CH-COOH (7) C=O carbamate 1742 
I 

CH, 

I 
CH, 

I 

p-N0,--C,H4-O-CONH-CH-COOH (8) 

CH,-CH--CH, 
NH-CH, 

NH-CH-CH, 

O=c‘ I c=o I ( I l b )  

NH-CH-CH,-CH’ CH, 

\OH 

I I \CH, 
O=C c=o 

\O’ 

C=O carbamate 174.5 

C=O anhydride 1785 
1850 

C=O anhydride 1785 
1850 

C=O anhydride 1785 
1850 

NH,-CH,-CO-(NH-CH,-CO) ,,-NH--CH,COOH C=O amideI 1650 
amideII 1540 

NH,-CH-COO-(NH-CH-CO),,-NH--CH-COOH C=O amideI 1650 
I I amideII 1540 

NH2-CH-CO-(NH-CH-CO),-NH -CH-COOH C=O amidel 1665 
I amideII 1540 

CH, 

CH, 

I 
CH, CH3 

I 
CH, 

I 
CH, 
I \ \ 

peptides - mais aussi des bandes d’absorption transitoires rkvklatrices d’intermkdiaires 
Pour la N-(P-nitrophknoxy-carbonyl)-DL-leucine en solution dam de la pyridine avec 
un Cquivalent de trikthylamine, voila ce que nous observons: en meme temps que 
disparait la bande carbonyle du carbamate (1740 cm-l) et qu’augmente l’intensitk de 
celle de l’anhydride isobutyl-3-aza-2-succinique (1 1 c) (1785 et 1850 cm-l), apparait 



HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 53, Fasc. 4 (1970) - Nr. 103 863 

une bande d’absorption 2 1710 cm-1 (v. fig. 1) ; elle atteint son maximum d’intensitC 
en 60 min, s’attCnue et devient t r b  faible ap rb  4 h. Parallblement, les bandes d’ab- 
sorption amide I de la poly-DL-leucine (fig. 1) 1650 cm-l et du CO, Q 2300 cm-l (d6- 
gag6 durant la polycondensation) augmentent d’intensitC. En prCsence de seulement 
‘Ilo Cqu. de (C,H,),N, la bande a 1710 cm-l se forme beaucoup plus lentement et de- 
meure plus stable (v. fig. 3). Cette lente Cvolution va de pair avec la polycondensation, 
trbs lente Cgalement, de l’anhydride isobutyl-3-aza-2-succinique. L’absorption a 1710 
cm-l n’appartient ni aux produits finals ni aux produits de dCpart; elle est probable- 
nient caracthristique d’un intermkdiaire de la transformation du N-carboxy-anhydride 
en poly-DL-leucine. I1 est intbressant de constater que cette absorption est fugitive et 
faible dans les spectres infra-rouges des anhydrides azasuccinique (1 1 a) et mCthyl-3- 
aza-2-succinique (1 1 b) en voie de polym6risation (v. fig. 2). 
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Fig. 2. Spectres I R .  de la N-(p-nitrophdnoxy-carbony1)-DL-alanine (7) en solution b 5% dans la 

pyridine (puriss.), en. prdsence de 0,l dqu. de tridthylamine (puriss.), b tempdrature ordinaire 
courbe a:  aprks 2 min, courbe b: aprks 15 min, courbe c: aprk 30 min, courbe d:  aprh 60 min 

Nous avons CtudiC la transformation de la N-(p-nitrophhoxy-carbonyl)-glycine 
(6) dans un solvant non polaire en prCsence de 1 a 16 Cqu. de pyridine. Faute d’une 
solubilitC suffisante de ce carbamate dans le benzbne ( E ~ ~ ~  = 2,28), nous avons choisi 
le CHCl, (E,,,~ = 4,80). Toutes les solutions contiennent Cqu. de (C,H,),N. Un blanc 
contient 16 Cqu. de pyridine, un autre I/, Cqu. de triCthylamine. On estime le progrbs 
de la cyclisation de la N-(9-nitrophknoxy-carbony1)-glycine en anhydride azasucci- 
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nique (11 a) en mesurant, Q 350 nm, l’extinction due au $-nitrophhol libQC au cours 
de la rCaction. EHe augmente non linkairement avec la concentration de la pyridine 
(v. tableau I1 dans la partie expCr.) ; la vitesse de polycondensation de l’anhydride aza- 
succinique croft dans le meme sens. I1 faut remarquer cependant que la polyglycine 
formCe, insoluble, adsorbe une quantitk notable de p-nitrophdnol. 
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Fig. 3. Seectre I R .  de la i\i-(p-nitrophdlzoxy-carbo?zyl)-DL-leuczne (8)  c7z solution h 5% dans la pyyridziae 
(puriss.), e n  prksence de  0,1 kqu. de triPthylamine (puriss.), h tempkrature ordinaire, aprbs 240 mirz 

Pour arriver B connaitre le mkcanisme de ces cyclisations, nous avons pris en con- 
sidCration les propriCtCs suivantes du carbonyle de la fonction N-($-nitrophhoxy- 
carbonyle): une polarisation de la liaison du carbonyle B l’oxyghne phknoxy 

(R-0-C-R‘), - induite par un effet de mCsom6rie dans le reste aromatique, dispose le 

carbonyle aux attaques nuclkophiles. Nous savons p. ex. [5] que le diazoniCthane rCagit 
avec la fonction N-(P-nitrophCnoxy-carbonyle) de la N-(9-nitrophCnoxy-carbony1)- 
aniline avec insertion, en fournissant le N-phCnyl-9-nitrophknoxy-acetamid (anilide 
de l’acide 0-(9-nitrophCny1)-glycolique). Nous adniettons [5] que cette insertion est 
dkclenchCe par I’attaque nucldophile du diazomCthane sur le carbonyle - favorisbe par 
la structure d’un contribuant de rCsonance 12 - (schCma 3) qui conduit au dCpart de 
l’anion $-nitrophknolate et Q la formation d’un intermkdiaire, le cation diazoackt- 

anilide N =N-CH,-CO-NH-C,H, (13). Pour la N-phCnoxycarbony1-aniline, oh un tel 
contribuant est nkgligeable [5], la reaction d’insertion du diazomCthane n’a pas lieu. 
On peut donc admettre que, dans la cyclisation Ctudike dans ce mkmoire, la pyridine 
attaque le carbonyle de la fonction N-(9-nitrophCnoxy-carbonyle) crCant le cation 
carbamoylpyridinium 9 et l’anion $-nitrophknolate (10) (v. sch6ma 2 ) .  

Nous ne pouvons apporter la preuve directe de l’existence de ce cation: p.ex. 
aucune bande d’absorption du spectre IR. du N-(p-nitroph6noxy-carbony1)-glycinate 
d’Cthyle dans la pyridine ne peut lui &re attribuCe. Cependant, un argument en faveur 
de son existence et de sa participation aux cyclisations des acides 6, 7 et 8 peut &re 

i’ 
I/ 
0 
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apportC par le raisonnement suivant : Si nous admettons que l’attaque par la pyridine 
a lieu sur le carbonyle, provoquant 1’hCtdrolyse de sa liaison avec I’oxyghne du reste 
ph&noxy, ce qui fournit le cation N-carbamoylpyridinium 9, le remplacement de la 
pyridine par un dCrivC de la pyridine B encombrement stCrique de l’azote (p.ex. la 
lutidine-2,6 ou la y-collidine) devrait ralentir considCrablement la cyclisation. Dans 
ce cas, en effet, 1) l’approche du carbonyle par ces pyridines est gCnCe, 2) le cation 
carbamoylpyridinium substitud, non plan, n’est plus stabilisk par rCsonance. En ap- 

Schdma 3 
0 
N r N l  

pliquant B ses rCsultats expbrimentaux ces m&mes considbrations, Gold [6] a apportC 
des arguments favorables B l’hypothkse de la formation du cation N-acCtylpyridinium 
dans diverses acylations par l’anhydride acdtique catalysCes par la pyridine. Dans 
notre cas, nous observons le mCme effet : le remplacement de la pyridine par la y- 
collidine ralentit trhs fortement la cyclisation des N-($-nitrophknoxy-carbony1)- 
aminoacides en anhydrides azasucciniques : rappelons que dans la pyridine en prC- 
sence de l’kquivalent molaire de tridthylamine, ces rdactions sont achevCes en 2 min 
environ; clans la y-collidine, en prdsence de la m&me quantitC de trikthylamine, la 
moitiC seulement des carbamates a rdagi en 6 h2).  Le ralentissement de la rCaction 
provoqud par le remplacement de la pyridine par la y-collidine est plus marquC encore 
dans la polycondensation des anhydrides azasucciniques; on peut donc infdrer que la 
pyridine attaque le carbonyle 4 de l’anhydride aza-2-succinique par un mCcanisme 
semblable A celui expos6 dans le schCma 2 et produisant un cation acylpyridinium 
caractkristique d’un zwitterion du type 15 (SchCma 4). 

Cette conception rejoint celle de Wieland [7]. Ballard, Bamford & Weymouth [S] 
envisagent pour le produit de rdaction de la base tertiaire sur le carbonyle 4 de l’an- 
hydride azasuccinique les deux structures 14a et 14b. En fait, comme nous l’indiquons 
dans les Cquilibres ci-dessus, ces diffCrents zwitterions peuvent exister simultankment. 

Nous n’avons encore dCterminC ni le poids molCculaire moyen, ni la forme des 
polypeptides obtenus par les rdactions que nous ddcrivons dans ce mCmoire. Selon 
leurs spectres IR.,  ces polypeptides se prksentent B la fois sous la configuration o! 
(chafnes enroulCes) et sous le configuration (chaines dkroulkes). A l’encontre des 
polyglycine et POly-DL-ahine, la poly-DL-leucine est si peu soluble dans HC1 bouillant 
que son hydrolyse y est extrkmement lente. 

,) Nous avons observC un effet tout-&-fait semblable lors de la cyclisation du N-“-@-nitro- 
ph6noxy-carbonyl)-glycyl]-N, N’-diphCnpl-hydrazide en diph6nyl-l,2-dioxo-3,6-hexahydro- 
triazine-l,Z, 4 dans la y-collidine et la pyridine resp. [l]. 

55 
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Les r4actions que nous avons dCcrites dans ce memoire permettent d’introduire, 
dans des conditions particulibrement douces, des acides aminCs supplementaires dans 
une chaine polypeptidique ou protkique. Nous avons constate p. ex. qu’en solution 
dans un melange pyridine-eau 2 : 5, le lysozyme r6agit avec l’anhydride azasuccinique 
form4 i partir de la N-(9-nitroph4noxy-carbony1)-glycine, en additionnant cinq restes 
de glycine, qui devraient se trouver sur sa fonction a-aminee N-terminale ou encore 
sur des fonctions eamin4es latkrales. Le lysozyme ainsi modifi6 precipite dans le 
milieu de rdaction: il a perdu 75% de son activit6. 

Notre gratitude s’adresse au Fonds National Suisse de la Recherche Sczentifique (subside 4862) 
et B la Maison Hoffmann-La Roche B Bble, qui ont bien voulu soutenir ces travaux. 

Partie exp6rimentales) 
1. MBthodes analytiques. - 1.1. Pour les analyses centdsimale~~), les produits sont s6chBs ?i 

78”/0,05 Torr. Les F. (corrighs) ont 6t6 determines sur la platine chauffante du microscope de 
Kofler. Les spectres IR. ont 6t6 6tablis avec un spectrophotom&tre Perkin-Elmer 521. 

1.2. Les spectres IR. ont 6t6 dkterminds, pour les N-(p-nitroph6noxy-carhony1)-glycine, -DL- 
alanine et -DL-kUCine, avec des solutions h 5% dans de la pyridine $YO analysi anhydre ou dans une 
y-collidine de mbme qualitd (les absorptions du solvant sont compensdes), B la temperature du 
laboratoire. Pour les trois phdnylcarbamates BtudiCs, e t  pour les poly-aminoacides form&, on a 
utilisd des suspensions dam du nujol ou des solutions observdes dans des cellules de 5 0 p  d’dpaisseur. 

1.3. Dosage du p-nitrophe‘nol form6 dans des sol. B 1,33% de N-(p-nitrophdnoxy-carhony1)- 
glycine dans CHCI, pro anaZysi anhydre. en presence de quantitds variables de pyridine. 

a) Etalonnage: A partir de solutions de $-nitrophenol puriss. de 25 200 pg/ml de chloroforme, 
par lecture de la densit6 optique B 360 nm. La linearit6 entre densite optique (DO.) et concentra- 
tion est bonne en tous cas jusqu’h 200 pg/ml: DO. (25 pg/ml) = 0,200; DO. (200 pg/ml) = 1,60. 

b) Dosage: Les solutions B examiner sont dilu6es B 10 ml par CHCI, puriss. anhydre; les lec- 
tures B 360 nm des DO. sont faites B intervalles choisis (v. tableau I) dans une cellule de quartz de 
1 cm d’dpaisseur. 

Les evaporations se font toujours sous pression r6duite dans un Bvaporateur rotatif. 
Ex6cutdes au Lab. de Micro-analyse du Lab. de Chimie Analytique Ecole de Chimie, Universit6 
de Genhve, par le Dr I(. Eder. 

4, 
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1.4. Dosage du lysozyme: Ce dosage repose sur la mesure de la densit6 optique B 250 nm, des 
produits hydrosolubles provenant de la lyse du Micrococcus lysodeikticus par le lysozyme. Ce dosage 
sera d6crit ultdrieurement [9]. 

2. Synthhse des carbamates. - 2.1. N-(p-Nitrophdnoxy-carbony1)-glycine (6) : PrCparC selon 

2.2. N-(p-Nitrophdnoxy-carbonyl)-DL-alanine (7). - 2.2.1. N-Carbonyl-DL-alaninate d’bthyle (7a). 
Dans une suspension de 17,5 g (114 mmoles) de HC1-alaninate d’Bthyle, dans 300 ml de chloroforme 
anhydre, portCe B reflux, on fait passer du phosgbne jusqu’i dissolution complete de l’ester (env. 
8 h). Le N-carbonyl-DL-alaninate d’Cthyle est obtenu par Cvaporation du solvant: 15 g (91% de la 
th.). I1 est distill6 B 4244”/1 Tom: 12,7 g (86%). 

2.2.2. N-(p-Nitrophdnoxy-carbony1)-DL-alaninate d’dthyle ( 7 b ) .  A une solution de 11,7 g (61 
mmoles) de 7a dans 18 ml de chloroforme anhydre on ajoute 11,26 g de p-nitrophCnol et 4 ml de 
pyridine. La solution est chauffke 17 h B reflux. Le rdsidu d’Cvaporation est cristallis6 dans 1’Cther 

C12H14N,0, (282,24) Calc. C 51,06 H 4.96 N 9.93% Tr. C 51.29 H 4,91 N 9,99% 

2.2.3. N-(p-Nitrophdnoxy-carbony1)-DL-alanine (7). 12 g (42 mmoles) de 7 b sont hydrolysks au 
bain-marie bouillant dans un melange de 20 ml de H C 1 1 2 ~  et  20 ml d’acide acktique glacial, durant 
1 h. Aprk Cvaporation du solvant, l’acide est cristallisd dans 30 ml d’eau, B 4”: 9,0 g (85y0), F. 

2.3. N -  (p-Nitrophdnoxy-carbony1)-DL-leucine (8). - 2.3.1. N-(p-Nitrophtnoxy-carbonyl)-~~- 
leztcinate d’dthyle (86). 

2.3.1.1. Via Ze N-carbonyl-DL-leucinute d’dthyle (8a). Dans une suspension de 9,5 g (48 mmoles) 
de chlorhydrate de DL-leucinate d’6thyle dans 130 ml de chloroforme anhydre, portCe B reflux, on 
fait passer du phosghe jusqu’A dissolution complete (env. 7 h). Apres Bvaporation du solvant, on 
distille le liquide rCsiduel B 4 3 4 ” / 0 , 1  Torr: 7.5 g (88,2y0). 

On porte une solution de 3,55 g (19 mmoles) de 8a dans 4 4  ml de chloroforme, contenant 2,78 g 
(20 mmoles) de p-nitrophCno1 et 1 ml de pyridine, B reflux, 17 h. Aprhs Cvaporation du solvant, on 
obtient 6,l g (93,5%) de 8b comme huile non cristallisable. 

2.3.1.2. Via le chloroformiale de p-nitrophdnyle. A une solution de 9,75 g (50 mmoles) de chlor- 
hydrate de DL-leucinate d’Cthyle dans 50 ml de chlorure de methylhe anhydre on ajoute 10,02 g 
(50 mmoles) de chloroformiate de p-nitrophBnyle. A cette solution, refroidie dans la glace, on ajoute 
goutte B goutte 13,9 ml (100 mmoles) de tribthylamine dans 50 ml de chlorure de mCthyl&ne an- 
hydre. On sort le ballon laboratoire de la glace et  24 h aprks on Cvapore le solvant; l’huile residuelle 
est reprise dans 1’6ther. La fraction insoluble est du chlorhydrate de trikthylamine; la fraction 
soluble (huile), 16,76 g (87%), est le N-(p-nitrophknoxy-carbony1)-DL-leucinate d’6thyle (8b). 

2.3.2. N-(p-Nitrophdnoxy-carbony1)-DL-leucine (8). On dissout 4,60 g (13 mmoles) de 8b dans un 
melange de 40 ml d’acide acCtique glacial et 40 ml HCl 1 2 ~ .  Aprh dbullition B reflux pendant 
60 min, le solvant est CvaporC, et l’huile rCsiduelle, extraite par de l’eau. La fraction insoluble est 
sCchCe: 3.57 g (85%). 

C,,H,,N,O, (324,32) Calc. C 52,02 H 5,40 N 9,46% Tr. C 52.58 H 5,54 N 9,47% 

121. 

- 18”: 14 g (61y0), F. 85-87”. 

131-133”. 

3. Transformation des carbamates en anhydrides azasucciniques et en poly-ami- 
noacides. - 3.1. Duns la fiyridine seule. Les solutions B 5% des N-(p-nitrophknoxy-carbony1)- 
glycine (6) ,  -DL-alanine (7) et -DL-leucine (8) dans de la pyridinepuris~.~) (0,008% H,O) sont exami- 
nees entre 4000 et  625 cm-’ apres la dissolution (temps = 0) puis aprhs 30,60 et  180 min, e t  22 h. 

3.2. Duns la pyridine en prbsence de 7 dqu. de tridthylamine. Aux solutions 8- 5% des carbamates 
6, 7 et  8 dans la pyridine puriss. (0,008~0 H,O) on ajoute 1 Bqu. de triethylamine puriss. anhydre. 
On prend les spectres IR.  de ces solutions entre 4000 et 625 cm-l aprks 2 min, puis aprbs 20 min, 
35 min (fig. I), 2 h et 4 h. La vitesse de polycondensation de l’anhydride azasuccinique est telle que 
aprhs 2 min la formation du prCcipitB gClatineux de polyglycine gene l’introduction de la solution 

6, 

. 

PuretC contr616e en chromatographie en phase gazeuse. 
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dans la cellule. I1 faut tenir l'orifice supCrieur de la cellule ouvert pour permettre le degagement du 
CO, form6 lors de la polymBrisation des anhydrides de Leuchs. 

6qu. de tridthylamine. Les conditions sont exactement les 
m&mes que pour 3.2., sauf que la quantitB de triCthylamine puriss .  anhydre introduite dans les 
solutions est de 

5% des p-nitro- 
phCnoxy-carbamates 6 ,  7 et  8 dans de la collidine puriss .  (0,005 H,O) on ajoute 1 Bqu. de triCthyl- 
amine puriss. anhydre. Les prises de spectres entre 4000 et 625 cm-' sont faites immediatement 
aprhs les dissolutions. temps = 0, puis a p r b  10, 15, 34, 45, 67 min, e t  6 et  15 h. 

3.5. Transformation de la N-(p-nitrophdnoxy-carbonyl)-glycine (6) en anhydride azasuccinique 
( l l a )  et e n  polyglycine dans le chloroforme = 4,80) en pre'sence de 1 d 16 Lqu. de pyridine et de 
'la dqu. de tridthylamine. On introduit dans chaque tube de deux series de 7 tubes 10 ml d'une solu- 
tion a 1,33% de 6 dans le chloroforme puriss .  anhydre. On ajoute dans un groupe de 5 tubes: au 
premier 1 Bqu. (1). au deuxihme 2 6qu. (Z), au troisihme 4 Bqu. ( 3 ) ,  au quatribme 8 6qu. (4) et  au 
cinquikme 16 Bqu. (5) de pyridine puriss .  anhydre. Dans tous ces tubes on introduit 1/3 d'iquivalent 
de triBthylamine. Les sixihmes tubes (6) de chaque sBrie constituent le blanc 1, contenant seule- 
ment la solution de 6 et 16 Bqu. de pyridine, et dans le dernier tube de chaque series on ajoute a la 
solution seulement 'Is Bq. de triCthylamine (blanc 2). 

Tousles tubes sont port& pendant 72 h dans un thermostat a 25" & 0,l". Pour le dosage du p -  
nitrophCno1 apparu (exbcut6 selon 1.3.), on prBlbve 0.1 ml de solution qu'on dilue a 10 ml par du 
chloroforme puriss. anhydre. La polyglycine formbe dans chacune des sCries est isolie par filtration 
sur un filtre gravimCtrique, sBchBe sous 0,05 Torr et pes6e. Le polymbre retient par adsorption une 
quantitC non n6gligeable de p-nitroph6nol. 

3.3. Dans  de la pyridine contenant 

d'Cquivalent (fig.2 et 3 ) .  
3.4. Dans  de la y-collidzne contenant I dqu. de tridthylamine. Aux solutions 

Tableau 11. p-Nitrophe'nol e n  solution et polyglycine pre'cipite'e, d partir de 0,733g de 6 

Tube Equ. de Equ. de DO. mg de p-nitro- mgdepoly- 
pyridine (C,H,),N phenol glycine 

(yo de th.) (yo de th.) 

4. Identification du chlorhydrate de glycine et de DL-alanine dans les hydrolysats 
chlorhydriques de la polyglycine et de la poly-DL-aianine. - 10 mg de polypeptide 
poly-aminoacide sont hydrolysis en tube scellC par 1 ml de H C I ~ N  a 100" durant 18 h. Ensuite la 
solution est BvaporBe, le rBsidu est repris par de l'eau, qui est BvaporCe. Les r6sidus finals sont 
cristallins. Le spectre IR. (nujol) de l'hydrolysat brut de la polyglycine est indentique a celui du 
chlorhydrate de glycine. Celui de l'hydrolysat brut de la poly-DL-alanine est indentique h celui du 
chlorhydrate de DL-alanine. La soIubilit.6 de la poly-DL-leucine dans HC1 6 ~ .  m&me a loo", est si 
faible que l'hydrolyse de ce polymkre aprbs 18 h de chauffe est negligeable. 
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5. introduction de restes de glycine dam Ie lysozyme. - Dans une solution isodlectrique 
de 200 mg (0,014 mmole) de lysozyme dans 10 ml d’une solution eau-pyridine (5:2 vol.) on intro- 
duit 16,8 mg (0,070 mmole) de 9-(nitrophdnoxy-carbony1)-glycine (6) et 0,0081 ml de (C,H,),N. 
Aprks 10 min, un pr6cipitd g6latineux apparait; aprks 30 min, la suspension est centrifugke et le 
rksidu, lave par de l’eau puis s6ch6 par lyophilisation; le lyophilisat (202 mg) est peu soluble dans 
l’eau et  ne posshde que 25% de l’activit6 du lysozyme natif. L‘examen du surnageant indique que 
la totalit6 de la glycine a kt6 incorporke B. la protkine. 
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